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研究成果の概要（和文）： 
日本、タイ、ベトナム、カンボジアのMicocystis. aeruginosaを含む276の遺伝子型について分
子系統解析を行った結果、M. aeruginosaが少なくとも11の明瞭な種内系統グループを含むこと
がわかった。東南アジア株と日本株はこれら11グループの中に混在したことから、日本と東南ア
ジアのアオコの間の遺伝的な差異が小さいことが示唆された。Cylindrospermopsisについては
PC-IGS解析により、オーストラリア・アセアングループ、東アジアグループ、欧州グ
ループ、アメリカグループと大陸により遺伝的の分化している可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The molecular phylogenetic analysis of 276 genotypes of Microcystis aeruginosa clearly showed that M. 
aeruginosa composed of 11 intraspecific, genetic groups (A-K). Since Japanese strains and the ASEAN 
strains were intermingled in the 11 clusters, it is possible that the moving of M. aeruginosa frequently 
occurs between these countries. From PC-IGS analysis of 30strains of Cylindrospermopsis raciborskii, it 
was found that C. raciborskii composed of the four different clusters which were geographically 
differentiated into Australia-ASEAN, East Asia, Europe, and American groups, respectively. 
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１．研究開始当初の背景 
富栄養湖沼に大発生する有毒アオコには
Microcystis aeruginosa, Planktothrix agardhii、
Cylindrospermopsis raciborskii i等20種類以上のシア
ノバクテリアが報告されているが、その中でもM. 
aeruginosaとＣ. Raciborskiiは高頻度にアオコを形成し、
健康被害や家畜斃死を引き起こす肝臓毒（ミ
クロシスチン、シリンドロスパモプシン）を
産生することから、最も注意すべき環境微生
物として世界的に広く認識されている。これ
らの種の発生や毒素の種類・強さは時空間的
に大きく変動することが知られていることか
ら(Falconer 2005)、これらの種及び毒素の広
域スケールでの分布・拡散などの動態を解明
することは、有毒アオコの影響をグローバル
に評価する上で必須の課題となっている。 
UNESCOは、国際水文学計画の一環として、
世界の有毒アオコによる情報を発信する事業
を行い、世界各地域から有毒アオコとその毒
素に関する情報を収集したが、東南アジア地
域からの情報はほとんどなく、空白地帯とさ
れている。 
 我々の研究グループは、アオコを形成する
Microcystisの純粋培養、種の分類、毒素の同
定・構造決定、毒素の分析法の開発、自然界
における毒素の挙動、捕食者による摂取・消
化プロセスにおける毒素の挙動で世界を先導
するおおくの成果をあげてきた。特に、化学
形質や分子系統解析からアオコを形成する５
種のMicrocystisはM. aeruginosaの１種に統
合できることや、M. aeruginosaは種内に大量
の遺伝的変異を保有し、毒素遺伝子も多型で
あり個体間で遺伝子組み換えがおこっている
ことを明らかにしてきた。さらに、M. 
aeruginosaの日本各地の湖沼から得られた
200株以上の培養株について、7つのハウスキ
ーピング遺伝子をつかったMLST解析をおこ
なった結果、少なくとも５つの種内遺伝系統
が確認され、系統により毒素遺伝子をもつも
のともたないものがあることをあきらかにし
てきた。なお、我々の研究グル－プでは世界
に先駆けてMicrocystis aeruginosaの全ゲノ
ム解析をおこなった。また、これまでのタイ、
ベトナムでのアオコの調査から下記のような
成果を得ている。 
・タイから分離培養された株の中で、毒素遺
伝子をもつ系統ともたない系統間の遺伝子組
み換えを起源とすると思われる株が得られて
きており、これらを解析することは、将来的
に有毒アオコM.aeruginosaと毒素遺伝子の
分化・伝播機構並びにMicrocystisの種分類の
本質的解明につながるものと期待されること。 
・ベトナムの多くの公共水域でMicrocystisの
アオコが発生しており、M. botrys, M. 
panniformis, M. protocystisといったM. 
aeruginosaに統一された形態種とは異なった
形態種が原因となっていることが報告された。
これらの種の化学形質・分子系統並びに毒素
を解析することは、Microcystis及びその毒素
の動態を知る上で極めて重要であること。 
以上のことから、タイ及びベトナムにおける
Microcytisの分子集団遺伝学的研究及び毒性
学的研究は、有毒アオコの動態解明と影響評
価に関わる学術研究に重要なブレークスルー
をもたらすとともに、UNESCOの事業へ多大
な貢献を果たすことが期待された。 
 
２．研究の目的 
富栄養湖沼に高頻度に発生し、人、家畜およ
び野生生物に甚大な被害を与える最も代表的
な有毒アオコである Microcystis の広域スケ
ールでの動態を解明するため、分布情報、培
養株確立及びその遺伝情報に乏しいタイ、ベ
トナムのフィールドと対象区として日本のフ
ィールドを中心にして、それぞれ下記の目標
で研究を実施した。 
(1)Micocystis 種個体群の多様性と遺伝子の
交流・伝播の実態解明 
７つのハウスキーピング遺伝子（ftsZ, gkunA, 
gltX, gyrB, pgi, recA, tpi）に基づく MLST に
より、タイの培養株には、毒素遺伝子のない
系統毒素遺伝子をもつ系統の間での遺伝子組
み換えにより、毒素を獲得したと思われるも
のが存在する。タイ及びベトナムの主要な貯
水池等から多くの M.aeruginosa の培養株を
確立し、タイ、ベトナムおよび日本における
M.aeruginosa の MLST による遺伝的多様性
や機能的多様性を解析し、それぞれの国内で
の種内系統関係をあきらかにするとともに、
日本やその他の地域（中国、欧州、米国、オ
ーストラリア等）から得られ、すでに解析が
すんでいる培養株との系統関係の解析から、
地域間での遺伝子交流・伝播（毒素遺伝子も
含 む ） の 実 態 を 明 ら か に す る 。
(2)Cylindrospermopsis の遺伝的多様性の解
明と毒素シリンドロスパモプシンの総合分析
技術の確立 
タイと日本の一部の C. raciborskii が遺伝的
に同じ系統群であることが示唆されたことか
ら、より多くの培養株を日本、タイ、ベトナ
ムを含む多くの国から分離・培養あるいは分
譲をうけ、DNA 解析からそれらの系統関係を
明らかにする。本種は、タイやベトナム等の
熱帯域で高頻度に発生する種であり、毒素
シリンドロスパモプシンは多様な派生体を
有していることから、本毒素動態の適切な
モニタリングのために、総合的に分析する
技術を確立する。 
 
３．研究の方法 
研究期間を通じて、タイ、ベトナムおよび日
本 の 湖 沼 を 調 査 し 、 Microcystis や
Cylindrospermopsis を分離培養し、無菌培養
を確立した。それぞれの株について、形態観
察、分子分類を行うとともに、Microcystis
については毒素遺伝子及び７つのハウスキ
ーピング（HK）遺伝子（ftsZ, glunA, gltX, 
gyrB, pgi, recA, tpi－いずれも 500base 程度
で拡散、アミノ酸、タンパク合成、解糖系に
係わる）の塩基配列解析を行い、HK 遺伝子
群については統合して MLST 解析を行った。 
また、Cylindrospermopsis については、
PC-IGS 遺伝子に基づく分子系統解析と毒素
のモニタリング手法の開発をおこなった。 
 
４．研究成果 
国内（琵琶湖、宍道湖等）及び東南アジア（
ミャンマー、ベトナム、カンボジア）のアオ
コサンプルからM. aeruginosaの単離・培養作
業を行い、計65のクローン株を得た。これら
65株について、7箇所のハウスキーピング遺伝
子座塩基配列を用いて遺伝子タイピング（
MLST）を行った。その結果、44のMLST遺伝子
型が見出され、このうち39遺伝子型が新規で
あり、同種が大きな遺伝的多様性を有してい
ることが再確認された。これら新規遺伝子型
に既知の237遺伝子型を併せて分子系統解析
を行った結果、M. aeruginosaが少なくとも11
の明瞭な種内系統グループを含むことがわか
った(図１)。 
 
 
 
図１．近隣結合法で作成したMLST系統樹 種内グループ
を閉曲点線で示す。今回の研究で発見した新規グループ
は*で示す。東南アジアから分離された遺伝子型を色つき
丸で示し、丸印のない遺伝子型は日本産株を示す。東南
アジアの遺伝子型が複数のグループに分かれて日本産株
に混在していることに注意。霞ヶ浦水系で大量発生が観
察されたグループGを横縞で、有毒株を含む３グループを
灰色で示す。この３グループ以外から２株見出された（
図中▲）うち、本年度宍道湖から発見した遺伝子型をsj
と表記。枝の数値はブートストラップ法により算出され
た各枝の信頼確率である。スケールバーはサイト当りの
塩基置換数を示す。 
 
東南アジア株と日本株はこれら 11 グルー
プの中に混在したことから、日本と東南アジ
アのアオコの間の遺伝的な差異が小さいこ
と、すなわちアオコの移動があることが示唆
された。平成 21 年度の研究で G と命名した
種内系統グループに属するほぼ全ての株が
霞ヶ浦水系（霞ヶ浦・北浦、茨城県）からの
分離株であったことから、このグループは同
地の固有系統群であることが示唆された。平
成 22 年度においても、グループ G に属する
株はやはり霞ヶ浦からしか分離されなかっ
た。この「霞ヶ浦水系固有系統群の可能性」
をさらに検討するため、アオコ環境サンプル
から直接抽出したゲノムより、グループ G を
特異的に PCR 検出できるシステムを開発し
た（図２）。 
 
 
図２ グループ G 特異的 PCR 検出実験 ゲル写真上の
アルファベットは M. aeruginosa の種内グループ（図２
参照）を示す。各グループ毎に２レーンをとり、左側は
ftsZ（コントロール）、右側は ftsZG(グループ G 特異的
PCR)を示す。グループ G のみ右レーンに増幅バンドが
確認できることに注意。各地からのアオコサンプルにつ
いて PCR 実験で得られたグループ G のシグナル強度を
地図上に示す。 
 
このシステムにおいては、７つのハウスキー
ピング遺伝子の一つ ftsZ をターゲットにし
た プ ラ イ マ ー ペ ア (ftsGF, 
5’-AGGGGTRCAGGGGATT-3/ftsR) を 用
いるものである。これにより、国内外の湖沼
からグループ G の存在有無をサーベイした
ところ、霞ヶ浦水系以外の湖沼からも弱いな
がらも検出シグナルが得られた（図２）。つ
まり単離には成功していないものの、グルー
プ G は低頻度で霞ヶ浦水系以外の湖沼にも
生息していることが示唆された。この結果か
ら、グループ G は霞ヶ浦水系固有の系統群で
はなく、同地の環境の変化に応答して同地で
近年勢力を拡大したグループであることが
示唆された。 
各分離株のアオコ毒素ミクロシスチン毒
性を化学分析によって検出し、これを系統樹
上にマッピングしたところ、有毒株はこれま
でに発見されていた有毒株を含むグループ
A,B,X の３群に存在することがわかった。と
ころが今回、これに当てはまらない例外を２
株発見した。一株は全ゲノムデータが得られ
ている同種の PCC7806 株であり、もう１株
は 2010 年の秋季に宍道湖で分離された株
（図１, sj）であった。 
同年の夏季から秋季にかけて、宍道湖では
アオコが空前の大量発生を引き起こしたこ
とが知られているが、本株はまさにそのアオ
コから分離されたものである。汽水湖である
宍道湖の分離株ということから、塩分耐性を
有することが示唆される。系統樹上において、
PCC7806 株とともに他の有毒株と系統的に
離れて位置していることから、アオコ毒素遺
伝子の水平伝播等により、「比較的最近有毒
化した株」であると考察可能である。本株の
生理・生態的特徴については、今後詳細な解
析を行う必要がある。 
CylindrospermopsisについてはPC-IGS
等の塩基配列解析を行うためのプライマー
を設計した。タイと日本及びオーストラ
リアから採取されたC. raciborskiiは化
学分類においては差異がなく、糸状体が
直線タイプと螺旋タイプでも差異はみ
られなかった。以上から、直線タイプと
螺旋タイプは種の違いではないことが
示唆された。さらに世界各地から得られ
たC. raciborskiの培養株30株のPC-IGS
解析により、オーストラリア・アセアン
グループ、東アジアグループ、欧州グル
ープ、アメリカグループと大陸により遺
伝的の分化している可能性が示唆され
た。肝臓毒アルカロイドシリンドロスパ
モプシンに相当画分を分取し、オースト
ラリアのシドニーの有毒株から単離し
たシリンドロスパモプシンと物理化学
的性質を比較した。本研究で採用した精
製法ではアルカロイドが塩を含まない
分子として得られることがあきらかに
なり、これまでの分子吸光係数や旋光度
を訂正する必要が生じたので、Short C
ommunicationとしてTOXICONにその
内容を掲載した。また、タイの株の中に
はシリンドロスパモプシンとOHがHに
代わった毒性の無いデヒドロオキシシ
リンドロスパモプシン (dehydroxycylin
drpermopsin)を生産するものがあった。 
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